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論　文　の　内　容　の　要　旨
（目的）
　Machado-Joseph病（MJD）は難治性の遺伝性神経変性疾患であり，原因遺伝子（ataxin-3）内にポリグル
タミン鎖に翻訳される CAGリピートを有する，ポリグルタミン病と総称される疾患群の 1つである。ポリ
グルタミン病では CAGリピート数が増加する結果，伸張ポリグルタミン鎖が折りたたみ異常を来たし，何
らかの毒性を獲得した結果，神経細胞死が起こると考えられている。
　本研究ではタンパク安定化試薬であるエクトインに注目した。エクトインは好塩性細菌により浸透圧保持
の安定化溶質として合成されるアミノ酸である。熱ショックや凍結／溶解，凍結／乾燥に対し酵素活性を保
持する効果を持ち，polymerase chain reactionの安定化試薬などに使用されている。
　タンパク安定化の作用機序は充分解明されていないが，ポリグルタミン病における伸長ポリグルタミン鎖
の折りたたみ異常を改善し，神経細胞死を抑制する効果があるのではないかとの仮説のもと，エクトインの
MJD細胞モデルにおける細胞内封入体形成およびアポトーシスに対する効果を検討した。
（対象と方法）
　培養細胞は神経芽細胞腫株である Neuro2aを用いた。培養液中のエクトイン濃度が 0 mM，50 mM， 100 
mM， 150 mMとなるよう調整して細胞培養を行い，44時間後に顕微鏡で細胞数や形態変化の有無を観察し，
エクトインの毒性を検討した。
　CAGリピートの 5’側を欠いた短縮 ataxin-3による細胞内封入体形成およびアポトーシスに対するエクト
インの効果を検討した。遺伝子導入にはリン酸カルシウム法を用い，導入 4時間後にエクトイン含んだ培
養液に交換し，44時間後に細胞を固定した。免疫染色で短縮 ataxin-3の発現を確認し，封入体形成の有無，
部位（細胞質内，核内または両方）により区別し計数した。同時に核の濃縮や断片化によりアポトーシスを
判定し計数した。アポトーシスは，核の形態変化に加えて，アポトーシス検出試薬である annexin Vを用い
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て検討した。また，全細胞溶解液のタンパク電気泳動を行い，凝集体形成に対する効果を検討した。他の安
定化溶質であるハイドロキシエクトイン，べタインについても同様の実験を培養液の浸透圧変化による影響
をエクトイン 150 mMと浸透圧が等しいスクロース 5％添加培養液を用い検討した。
　スタウロスポリン 3 µMを培養液中に添加してアポトーシスを誘導すると同時にエクトインを加え，36
時間後に色素排除法でアポトーシスを計数し，より一般的なアポトーシスに対するエクトインの効果を検討
した。
（結果）
　エクトイン 150 mMの濃度で培養細胞に変化は観察されなかった。短縮 ataxin-3の導入により約 58％の
細胞に封入体を認めた。エクトインにより封入体を持つ細胞は増加し 150 mMでは約 75％であったが，エ
クトイン群では個々の封入体は小さかった。タンパク電気泳動ではエクトイン群で凝集体の量が減少してい
た。
　エクトイン群では濃度依存性に細胞質内の封入体が減少し，核内の封入体が増加した。細胞質内と核内の
両方に凝集体をもつ細胞数は一定であった。短縮 ataxin-3の導入により形態的なアポトーシスを約 35パー
セントの細胞に認めた。エクトインによりアポトーシスは減少し，150 mMでは約 21％であった。Annexin 
Vを用いたアポトーシス検出においても同様の結果が得られた。ハイドロキシエクトイン，べタイン，5％
スクロースでは短縮 ataxin-3の導入による封入体形成，アポトーシスに変化を認めなかった。
　スタウロスポリンの添加で約 48％の細胞にアポトーシスを認めた。エクトインによりアポトーシスは減
少し 150mMでは約 35％であった。
（考察）
　MJDの細胞モデルを用いて，エクトインがアポトーシスを減少させることを示した。エクトインの投与
効果の特徴として，1）細胞内封入体形成頻度はむしろ増加すること，2）大きな細胞質内封入体が減少し，
小さな核内封入体が増加すること，3）スタウロスポリンによるアポトーシスを抑制することが挙げられる。
　ポリグルタミン病のモデルマウスや細胞では，シャペロンタンパクの強発現や化学シャペロン，トレハロ
ニスの投与により封入体形成が減少し，細胞毒性が減少すると報告されている。これらの報告ではタンパク
を含めた安定化溶質は in vitroでアミロイド βタンパクのコア形成を抑制するとされ，本報告により細胞内
においても凝集体減少作用が示された。しかし，エクトインでは凝集体の量と封入体形成頻度は平行せず，
シャペロンタンパクや化学シャペロン，トレハロースとは異なった作用機序が考えられる。エクトインがス
タウロスポリンにより誘導されたアポトーシスを減少したことは，伸長ポリグルタミン鎖による細胞毒性よ
りもさらに一般的なストレス毒性に対してエクトインが有効である可能性を示唆する。
　伸長ポリグルタミン鎖を含んだ細胞内封入体はポリグルタミン病の指標とされるが，その病的意義は明ら
かではない。核内で溶解している異常タンパク質に毒性があり，核内封入体はむしろ防御的に作用している
との報告もある。
　有効性を示したエクトイン濃度は高濃度であったが，今回用いた実験系が過剰発現モデル細胞であること，
短縮 ataxin-3を用いていることを考慮すると，臨床においてはより低い濃度で有効である可能性がある。
　今後はポリグルタミン病モデルマウスにおける効果を検討する予定である。
（結論）
　タンパク安定化試薬であるエクトインの投与がMJD細胞モデルにおいて，細胞内封入体の核外から核内
への局在変化，凝集体形成抑制を伴い，アポトーシスを抑制することを示した。
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審　査　の　結　果　の　要　旨
　CAGリピートが伸長するポリグルタミン病は原因分子が同定されても有効な治療の開発は困難を来して
いる。本論文で古庄氏はエクトインに注目し，神経細胞死を抑制する可能性を細胞実験で証明した。本論文
は原著論文として発表されており，この分野に対して貢献するものと期待され，意義ある論文と評価された。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
